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Vorbemerkung 
 
Teile dieser Arbeit wurden in folgender Fachzeitschrift veröffentlicht: 
 
 
Tillmans, F., Sharghi, R., Noy, T., Kähler, W., Klapa, S., Sartisohn, S., Sebens, S., & 
Koch, A. (2019). Effect of hyperoxia on the immune status of oxygen divers and 
endurance athletes. Free Radical Research, 53(5):522-534.
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1  Einleitung 
1.1 Die Bedeutung von Sauerstoff für den menschlichen Körper 
Sauerstoff gehört zum dritthäufigsten Element in unserem Universum. Somit ist er  
für den menschlichen Körper lebensnotwendig. Er ist ein Bestandteil aller wichtigen 
Stoffwechselvorgänge im Körper sowie der Zell– und Organfunktionen. Wichtige 
Moleküle wie Proteine, Kohlenhydrate, Fette sowie auch Knochen und Zähne 
enthalten Sauerstoff. Entdeckt wurde Sauerstoff erstmals im Jahr 1771 von Carl 
Wilhelm Scheele, einem pharmazeutischen Chemiker. Etwa zeitgleich, aber 
unabhängig von Scheele, entdeckte der englische Naturwissenschaftler und 
Philosoph Joseph Priestley das Element Sauerstoff, von dem er 1774 berichtete. 
Beide teilten ihre Entdeckung Antoine Laurent de Lavoisier, einem französischen 
Chemiker, mit, der die Experimente von Scheele und Priestley wiederholte und 
letztendlich dem geruchslosen Gas den Namen „Sauerstoff“ gab. Anfang des  20. 
Jahrhunderts fand er in der Anästhesiologie Verwendung (Heffner 2013; 
Severinghaus 2002; Vincent, Taccone & He 2017). Heutzutage spielt Sauerstoff in 
der klinischen Medizin eine bedeutende Rolle. So wird er zur Narkoseeinleitung 
verwendet, um einen Vorrat an Sauerstoff im Körper zu schaffen oder auch in der 
Sauerstofftherapie, um bestimmte Erkrankungen zu behandeln (Sjöberg & Singer 
2013).   
Für eine optimale Sauerstoffversorgung des Körpers gelangt zunächst der über die 
Atmung aufgenommene Sauerstoff in die Lunge, bindet dort an das 
Hämoglobinmolekül und wird weiter in die Zellen transportiert (Dunn, Mythen & 
Grocott 2016). Pro Minute wird im Körper des Menschen etwa 0,4 Liter Sauerstoff 
umgesetzt (Müller 2001). In der Zelle wiederum durchläuft der Sauerstoff mehrfache 
biochemische Reaktionen (Atmungskette), bei der unter anderem auch das 
Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) als Produkt entsteht, welches ein wichtiger 
Energieträger des menschlichen Organismus ist (Ontology 2007). Der menschliche 
Körper ist sogar in der Lage, seine Produktion von Hämoglobin zu erhöhen,  z.B. 
durch einen dauerhaften Aufenthalt in Höhenregionen. Diesen Effekt nutzen viele 
Leistungssportler, um ihre Leistungsfähigkeit zu verbessern (Prommer & Schmidt 
2009). Die Frage, was mit dem Körper passiert, wenn er zu hohen, 
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unphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen oder extremer körperlicher Aktivität 
ausgesetzt wird, ist nach wie vor unzureichend beantwortet. 
1.2 Freie Radikale und reaktive Sauerstoffspezies unter hyperbarer Hyperoxie   
Es ist bekannt, dass Taucher oder Patienten während einer HBO-Therapie 
(hyperbare Oxygenierung) und auch während der Anästhesie sehr hohen 
Sauerstoffpartialdrücken ausgesetzt sind. Teilweise befindet sich der 
Sauerstoffpartialdruck (pO2 ) zwischen (pO2 > 21 kPa) bis hin zu extremeren Werten 
von 280-300 kPa (Kähler et al. 2016). HBO ist unter anderem auch dafür 
verantwortlich, die Sauerstofflöslichkeit im Blut zu erhöhen, sodass das Gewebe mit 
mehr Sauerstoff versorgt werden kann (Vince et al. 2011; Weber et al. 2009).  
Der größte Teil des Sauerstoffs (ca. 90%) wird während der Atmungskette in den 
Mitochondrien verbraucht (Udilova 1999). Dort wird über mehrere Proteinkomplexe 
Sauerstoff (O2) zu Wasser (H2O) reduziert. Nichtsdestotrotz können im Komplex I 
und Komplex III der Mitochondrien Nebenreaktionen während der Atmungskette 
entstehen. Hierbei können die freigesetzten Elektronen fehlerhaft auf den 
molekularen Sauerstoff transportiert werden und den Sauerstoff in ein 
Superoxidanion (O2·−) reduzieren, was zu den reaktiven Sauerstoffspezies (engl.: 
ROS = reactive oxygen species) gehört (Bereiter-Hahn & Brandt 2007; Eliades, 
Matsuura & Ravid 2012; Turrens 2003). Da viele ROS ungepaarte Elektronen 
enthalten, werden sie auch als freie Radikale bezeichnet. Diese Radikale sind in der 
Lage, einem Molekül ein Elektron zuzuführen oder es ihm wegzunehmen. Beide 
Prozesse führen dazu, dass das Molekül selbst radikalisch wird (Baudler 2001; 
Halliwell 1989).  
Die freien Radikale werden einmal in reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen 
species: ROS) oder in reaktive Stickstoffverbindungen (reactive nitrogen species: 
RNS) unterteilt (Niess et al. 2002). Wichtige ROS-Verbindungen sind Superoxid- 
(O2−) und Hydroxylradikale (HO·) sowie nichtradikale Spezies, z.B. 
Wasserstoffperoxid (H2O2). Zu den reaktiven RNS-Verbindungen, die ebenfalls unter 
Hyperoxie entstehen, gehören Stickstoffmonoxid (NO·) und Peroxynitrit (ONOO−) 
(Kähler et al. 2016; Niess et al. 2002; Trachootham et al. 2008). 
Laut Literatur sollen 1-5% der transportierten Elektronen in der Atmungskette zur 
Entstehung von ROS beitragen (Bereiter-Hahn & Jendrach, 2009). Jedoch kamen St-
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Pierre, Buckingham, Roebuck & Brand (2002) zu der Erkenntnis, dass der 
Gesamtanteil der Elektronen, die ROS bilden, nur 0,15 % beträgt, was deutlich 
geringer ist als der ursprünglich angenommene Wert. Das deutet darauf hin, dass die 
Mitochondrien nicht die einzige Quelle der ROS-Produktion sind. 
Es wird zwischen endogenen und exogenen Quellen der ROS- bzw. RNS-Bildung 
unterschieden. Zu den exogenen Faktoren gehören Röntgenstrahlung, UV-
Strahlung, Schwermetalle und andere Umweltgifte. Weitere endogene Quellen neben 
den Mitochondrien sind Cytochrom P450 (CYP), Xanthinoxidase, NADPH-Oxidase 
und Peroxisomen (Gosslau & Rensing 2002; Trachootham et al. 2008; Yavari et al. 
2015). 
Normalerweise entstehen in eukaryotischen Zellen unter physiologischen 
Bedingungen geringe Mengen von ROS, die aber von bestimmten Schutzsystemen 
der Zelle, den sogenannten Scavenger-Systemen, beseitigt werden. Dazu gehören 
die Superoxiddismutase, die Peroxidase und das Glutathionsystem (Marengo et al. 
2016) .	 
	
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entstehungs- und Abbauwege von ROS.        
Modifiziert nach ERICKSON, 2011, S.906. 
            
Wenn es allerdings zu einem Ungleichgewicht zwischen der Bildung und der 
Eliminierung von ROS durch die anti-oxidativen Schutzsysteme kommt, entsteht 
oxidativer Stress (Poulsen, Prieme & Loft 1998). Das ist immer dann der Fall, wenn 
die Redox-Homöostase gestört ist (Trachootham et al. 2008). Bekannt ist, dass unter 
hyperbarer Oxygenierung viel ROS freigesetzt werden (Narkowicz, Vial & McCartney 
1993). Ein moderater Anstieg von ROS begünstigt in der Regel die Zellproliferation 
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und das Überleben von Zellen (Trachootham et al. 2008). Jedoch führt ein 
übermäßiger Anstieg von ROS zum Zelltod, in dem sich H2O2, was in den 
Mitochondrien gebildet wird, mit Eisen und Kupfer verbindet und sich in das reaktive 
Hydroxylradikal (HO·) umwandelt. Schließlich greift das Hydroxylradikal wichtige 
Biomoleküle, wie Proteine, Kohlenhydrate, Fette und die DNA an und führt letzten 
Endes zum Zelltod  (Gosslau & Rensing 2002).  
1.3 Wirkungen von hyperbarer Hyperoxie auf periphere mononukleäre  
								Blutzellen (PBMCs) 
Wie bereits erwähnt, entstehen erhöhte ROS-Spiegel unter anderem unter 
künstlichen Bedingungen, wie in der HBO-Therapie, Notfallmedizin oder beim 
Tauchen. Besonders militärische O2-Taucher sind davon betroffen, weil sie mit  
Sauerstoff-angereicherten Gasgemischen als Atemgas tauchen und erhöhten 
Sauerstoffpartialdrücken ausgesetzt sind (Kähler et al. 2016). Welche positiven und 
negativen Effekte hyperbare Hyperoxie auf die Funktion des Körpers und die von 
Immunzellen haben können, werden hier kurz erläutert. 
In der HBO Therapie wird der Patient mit 100% Sauerstoff und einem Druck von über 
1 physikalischer Atmosphäre (atm) behandelt. Dabei kann HBO bei der Heilung 
vieler Krankheiten behilflich sein, z.B. bei Luftembolien, chronischen Wunden, 
Geschwüren und Gasbrand (Godman et al. 2010; Lahat et al. 1995). Es ist sogar in 
der Lage, die Kollagenproduktion zu stimulieren, um so eine bessere Wundheilung 
zu gewährleisten. Die Untersuchungen zeigen auch, dass HBO, Hämoxygenase-1 
(HO-1), ein anti-oxidativ wirkendes Enzym, was die Zellen vor oxidativem Stress 
schützt, induziert (Godman et al. 2010). In der Studie von Ferrer et al., (2007) wurde 
beobachtet, dass es sowohl bei Tauchgängen in 40 m Tiefe als auch bei trockener 
HBO-Exposition, zu einer erhöhten Expression von HO-1 kommt. Eine weitere Studie 
konnte zeigen, dass unmittelbar nach dem Tauchen in 50 m Tiefe für 35 min. die 
Expression des Zytokins Interleukin-6 (IL-6) in den neutrophilen Granulozyten erhöht 
ist und es nach einer dreistündigen Erholungsphase zu einer Erhöhung von weiteren 
Zytokinen wie IL-10, IL-8 und IL-1ß kommt (Sureda et al. 2014). IL-6 ist durch seine 
pro- und anti-inflammatorische Wirkkomponente ein wichtiges Zytokin zur Aktivierung 
und Regulierung der Akute-Phase-Reaktion sowie der Stimulierung der Lymphozyten 
(Jones 2005; Xing et al. 1998). Im Gegensatz dazu hemmt das anti-inflammatorische 
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Zytokin IL-10 die Aktivierung von T-Lymphozyten und begrenzt die Anzahl der pro-
inflammatorischen Zytokine. Somit schützt es den Körper davor, sich selbst durch 
eine übermäßige Entzündungsreaktion zu zerstören (Grütz 2005; Moore et al. 2001).  
Neben den physiologischen Effekten der hyperbaren Hyperoxie sind auch negative 
Einflüsse bekannt. So konnte nachgewiesen werden, dass hohe 
Sauerstoffpartialdrücke wie z.B. beim Tauchen schädlich für das Lungengewebe und 
das zentrale Nervensystem (ZNS) sein können. Expositionen gegenüber pO2 über 
1,4 technischer Atmosphäre (ata) können schon zu neurologischen Beschwerden 
führen und bei einem pO2 über 0,5 ata kommt es in der Lunge zur Fibrose. Zu dieser 
Erkenntnis kam erstmals im Jahr 1899 der Pathologe James Lorrain Smith, in dem er 
bei seinen Versuchen kleine Tiere, wie Mäuse und Lerchen hohen Sauerstoffdrücken 
aussetzte. Die meisten Tiere starben aufgrund der ZNS Toxizität oder 
Lungenentzündung (Wingelaar, van Ooij & van Hulst 2017). Jedoch hat eine weitere 
Studie, in der Taucher über 8-12 Tage beobachtet wurden, gezeigt, dass es zu 
keinerlei Verringerung der Lungenfunktion kam. Es konnte lediglich eine 
Kurzsichtigkeit bei einigen Tauchern festgestellt werden, die sich nach der Exposition 
gegenüber des erhöhten Sauerstoffpartialdrucks auflöste (Fock, Harris & Slade 
2013). Hinweise deuten auch darauf hin, dass hyperbarer Sauerstoff in 
Lymphozyten, Apoptose, also programmierten Zelltod, verursachen kann. Die 
Apoptose setzt schon bei 2-3 ata ein. Dieser Wert wird ebenfalls in der HBO 
Therapie erreicht (Weber et al. 2009). Bei der Apoptose werden sterbende Zellen 
durch Phagozytose durch Immunzellen entfernt, ohne eine Entzündung im Gewebe 
auszulösen (Hug 2000). 
Die Apoptose wird folgendermaßen ausgelöst: Aufgrund der erhöhten ROS-Bildung 
in den Mitochondrien, die während hyperbarer Hyperoxie entsteht, wird die 
Permeabilität in der mitochondrialen Membran erhöht. Dadurch kommt es zur 
Freisetzung von Cytochrom c in das Zytoplasma. Durch die Bindung von Cytochrom 
c mit dem apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Faktor Apaf-1) und der 
Anwesenheit von Desoxyadenosintriphosphat (dATP) entsteht ein Komplex, der als 
Apoptosom bezeichnet wird. Das wiederum aktiviert die Caspase-Kaskade und führt 
letzten Endes zum Zelltod (Turrens 2003). 
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1.4 Einfluss von physischer Belastung auf den Körper und PBMCs 
Nicht nur unter hyperbarer Hyperoxie kann oxidativer Stress entstehen, sondern 
auch unter physischer Belastung. 1978 wurde erstmals über oxidativen Stress, der 
bei körperlicher Aktivität entsteht, berichtet (Powers & Jackson 2008). Eine weitere 
Studie im Jahr 1982 konnte zeigen, dass hauptsächlich kontrahierende Muskeln 
ROS produzieren und somit zu Schäden im Gewebe führen (Davies et al. 1982). 
Auch Hoppeler (1986) stellte fest, dass intensive körperliche Belastung zu 
Strukturschäden in den Muskeln führt. 
ROS/RNS können sowohl in ruhenden als auch in kontrahierenden Muskeln erzeugt 
werden. Niedrige Spiegel sind wichtig, um die Kontraktilität aufrechtzuerhalten, 
während bei gesteigerter Zunahme die Muskeln erschöpfen (Powers & Jackson 
2008).  
Obwohl frühere Studien über die negativen Auswirkungen der ROS-Produktion in 
den Muskeln berichteten, wird in neueren Studien deutlich, dass ROS- und RNS-
Produktion für die Muskeladaptation während körperlicher Aktivität notwendig sind 
(Jackson 2008; Powers, Nelson & Hudson 2011; Powers, Talbert & Adhihetty 2011). 
Ebenso demonstriert die Studie von Busquets-Cortés et al. (2017), dass 
regelmäßiges Training sowohl einen positiven Einfluss auf die mitochondriale 
Biogenese hat als auch die Fähigkeit von Mitochondrien in PBMCs, die Zellen vor 
oxidativem Stress zu schützen, verbessert. Außerdem fördert körperliche Aktivität die 
Zunahme von Zytokinen wie IL-6, IL-10, IL-1β und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 
(Peake et al. 2015). Während IL-6, IL-1β und TNF-α zu den pro-inflammatorischen 
Zytokinen gehören, gilt IL-10 als ein entzündungshemmendes Zytokin (Hildebrand, 
Pape & Krettek 2005). IL-6 ist häufig nach dem körperlichen Training erhöht und 
stimuliert die Produktion von entzündungshemmenden Zytokinen wie IL-10 (Petersen 
& Pedersen 2005; Zaldivar et al. 2006). 
Es ist bekannt, dass körperliches Training gesundheitsfördernde Effekte haben kann. 
Demnach konnte in einer Studie, bei der neun Brustkrebs-Patientinnen in der 
Nachsorge und neun gesunde Kontrollpersonen an einem Halbmarathon teilnahmen, 
anti-inflammatorische Effekte durch Sport verzeichnet werden (Zimmer et al. 2016). 
Weitere Studien bestätigen die Aussage, dass bei gut trainierten Probanden eine 
intensive Ausdauerübung weder zu Apoptose in den Lymphozyten noch zu DNA-
Schäden führt (Mooren, Lechtermann & Völker 2004; Peters et al. 2006). 
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Regelmäßige körperliche Aktivität kann also die Bildung von ROS/RNS reduzieren 
und DNA Schäden in den Zellen minimieren (Niess et al. 2002).  
1.5 Zu analysierende Faktoren  
Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, können hyperbare Hyperoxie sowie 
physische Belastungen sowohl positive als auch negative Wirkungen auf den Körper 
haben. Bisher wurde jedoch noch nicht vergleichend untersucht, ob oxidativer Stress 
während physischer Belastung bzw. hyperbarer Hyperoxie die Expression von anti-
inflammatorischen (entzündungshemmenden) oder pro-inflammatorischen 
(entzündungsfördernden) Zytokinen sowie anti-oxidativen Stressmarkern in PBMCs 
verändert. 
Deswegen sollen folgende Gene in den PBMCs genauer analysiert werden: TGF-β1, 
NQO1, HO-1, IL-1β, IL-12, IL-6, IL-10, IFN-γ.  
In der nachfolgenden Tabelle 1 werden die untersuchten Faktoren und ihre 
wichtigsten Eigenschaften kurz zusammengefasst: 
 
Tabelle 1 : Pro-und anti-inflammatorische Faktoren, die in dieser Studie 
                   untersucht wurden, und ihre wichtigsten Eigenschaften    
Die in der Tabelle 1 aufgeführten Informationen sind folgenden Publikationen 
entnommen:	 (Borish & Steinke 2003; Dinarello 2005; Dinkova-Kostova & Talalay 
2010; Dulak et al. 2008; Grütz 2005; Jones 2005; Ross et al. 2000; Schroder et al. 
2004; Xing et al. 1998). 
Gene  Eigenschaften 
HO-1 - fördert die Gefäßneubildung 
- anti-oxidativ 
- anti-apoptotisch 
- anti-inflammatorisch                        
IFN-γ  - anti-mikrobiell 
- anti-Tumor-Eigenschaften 
- stimuliert die Antigenpräsentation und Zytokinproduktion 
- pro-inflammatorisch 
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IL-1β - aktiviert T-Lymphozyten 
- stimuliert die Synthese von  Akute-Phase-Proteine 
- anti-apoptotisch 
- pro-inflammatorisch 
IL-6 - stimuliert Lymphozyten 
- aktiviert und reguliert Akute-Phase-Proteine  
- hat pro- und anti-inflammatorische Wirkkomponenten      
IL-10 - hemmt die Produktion von IL-1β und IFN-γ 
- hemmt die Aktivierung von T-Lymphozyten 
- begrenzt die Anzahl proinflammatorischer Zytokine 
- steigert die B-Zell- Differenzierung 
-  anti-inflammatorisch 
IL-12 - induziert Proliferation und Zytokinproduktion von NK-Zellen  
- fördert die Proliferation von T-Helferzellen  
- pro-inflammatorisch 
NQO1 - anti-oxidative Wirkung 
- zytoprotektiv 
- fängt Superoxid ab 
TGF-β1 - fördert die Wundheilung 
- inhibiert B-Lymphozyten, T-Helferzellen und zytotoxische    
  Lymphozyten und fördert die Entstehung von  
  regulatorischen T-Zellen 
- anti-inflammatorisch 
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1.6 Fragestellung dieser Arbeit 
Ziel dieser Untersuchung war es zu untersuchen, wie der menschliche Körper auf 
erhöhte Sauerstoffpartialdrücke (Hyperoxie) im Vergleich zu extremer physischer 
Belastung reagiert und ob es dabei zu einer Schädigung oder eher Anpassung der 
Immunzellen kommt. Hierzu wurden PBMCs von folgenden Probandengruppen 
isoliert und entweder direkt untersucht oder experimentell erhöhten 
Sauerstoffpartialdrücken ausgesetzt:  
1.  Kontrollgruppe (gesunde Marine-Soldaten, die mäßig oder wenig Sport    
                                 betreiben) 
      2.  Athleten (selbsternannte Amateursportler mit hoher sportlicher Aktivität)         
      3.  Kampfschwimmer (aktive O2-Taucher der deutschen Marine) 
Die isolierten PBMCs wurden entweder unbehandelt belassen (native Zellen) oder 
für 4 Stunden in eine Experimentaldruckkammer bei 4 bar Sauerstoffpartialdruck 
bzw. parallel unter normalen Sauerstoffbedingungen inkubiert. Nach der Exposition 
wurden die PBMCs entweder direkt aufgearbeitet oder für eine Erholungszeit von 18 
Stunden in einen Inkubator unter Umgebungsdruck gestellt. Von den unterschiedlich 
behandelten PBMCs wurde anschließend RNA isoliert und die Expression pro- und 
anti-inflammatorischer Mediatoren sowie anti-oxidativer Marker, die für eine oxidative 
Stressantwort indikativ sind, mittels RT-qPCR analysiert. Folgende Fragen sollten in 
dieser Arbeit beantwortet werden: 
1. Zeichnen sich PBMCs der unterschiedlichen Gruppen per se (=basal) durch 
unterschiedliche Expressionslevel der verschiedenen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokine und anti-oxidativen Marker aus? 
2. Wie wirkt sich die Exposition der PBMCs gegenüber erhöhten 
Sauerstoffpartialdrücken auf die Expressionslevel der verschiedenen pro- und 
anti-inflammatorischen Zytokine und anti-oxidativen Marker aus? 
3. Wie wirkt sich die Exposition der PBMCs gegenüber erhöhten 
Sauerstoffpartialdrücken nach 18 stündiger Erholung auf die Expressionslevel 
der verschiedenen pro- und anti-inflammatorischen Zytokine und anti-oxidativen 
Marker aus? 
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2 Materialien 
2.1 Geräte  und Zubehör 
2.1.1 Inkubatoren 
Inkubator Hersteller 
QBA1 Blockthermostat Grant, Cambridge, UK 
2.1.2 Messgeräte 
Messgerät	 Hersteller	
Infinite® 200 PRO, Mikroplatten-Reader Tecan, Crailsheim, DE 
LightCycler® 480 II Roche, Basel, CH 
NanoQuant Platte	 Tecan, Crailsheim, DE	
2.1.3 Pipetten 
Pipette Hersteller 
Finnpipette F1 0.2-2 µl	 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE	
Finnpipette F1 1-10 µl	 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE	
Finnpipette F1 2-20 µl	 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE	
Finnpipette F1 20-200 µl	 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE	
Finnpipette F1 100-1000 µl	 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE	
2.1.4 Weitere Geräte 
Weitere Geräte Hersteller 
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr, Ochsenhausen, DE 
HERAfreeze Basic freezer (-80 °C) Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Kühlschrank (4 °C) Liebherr, Ochsenhausen, DE 
VORTEX GENIUS 3 Vortex-Mischer IKA-Werke, Staufen, DE 
2.1.5 Zentrifugen 
Zentrifuge Hersteller 
Heraeus Pico 17 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Rotina 420 R Hettich, Tuttlingen, DE 
Sprout mini centrifuge Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA 
2.2 Reagenzien 
Reagenzie	 Hersteller	
Ethanol 70%, reinst Merck Millipore, Darmstadt, DE 
LightCycler®480 SYBR Green I Master Roche, Basel, CH 
2.3 Kits 
Kit Hersteller 
peqGOLD Total RNA Kit PeqLab, Erlangen, DE 
RevertAid First Strand cDNA Synthese 
Kit 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
2.4 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial	 Hersteller	
0,1-10 µl, 10- 200 µl, 100-1000 µl 
Pipettenspitzen	
Sarstedt, Nümbrecht, DE	
1,5 ml, 2 ml Eppendorf Gefäße Eppendorf, Hamburg, DE 
96-Well PCR Platte, weiß Roche, Basel, CH 
LightCycler 480 Sealing Foil Roche, Basel, CH 
Micro-Touch Nitril Handschuhe Ansell, München, DE 
	
2.5 Verwendete Primer 
Gen Primer Annealing 
temp. 
Bezugsquelle 
 
GAPDH 
 
FW: TCC ATG ACA ACT TTG GTA 
TCG TGG 
RV: GAC GCC TGC TTC ACC ACC 
TTC T 
58°C Eurofins, 
Ebersberg,DE 
HO-1 FW: TCC GAT GGG TCC TTA CAC TC 
RV: TAA GGA AGC CAG CCA AGA G 
55°C Biometra, 
Göttingen, DE 
IFN-γ  FW: TCC CAT GGG TTG TGT GTT TA 
RV: AAG CAC CAG GCA TGA AAT CT 
58°C RealTime Primers 
via Biomol, 
Hamburg, DE 
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IL-1β FW: TTC GAC ACA TGG GAT AAC GA 
RV: TCT TTC AAC ACG CAG GAC AG 
58°C RealTime Primers 
via Biomol, 
Hamburg, DE 
IL-6 FW: ATG CAA TAA CCA CCC CTG AC 
RV: GAG GTG CCC ATG CTA CAT TT 
58°C RealTime Primers 
via Biomol, 
Hamburg, DE 
IL-10 FW: AAG CCT GAC CAC GCT TTC TA 
RV: ATG AAG TGG TTG GGG AAT GA 
58°C RealTime Primers  
via Biomol, 
Hamburg, DE 
IL-12 FW: TTA TGA TGG CCC TGT GCC 
TTA G 
RV: AGG AAG CAT TCA GAT AGC 
TCA TC 
55°C Biometra, 
Göttingen, DE 
NQO1 FW: AAA AGA AGC TGG AAG CCG CA 
RV: AGG ATT TGA ATT CGG GCG TA 
58°C RealTime Primers 
via Biomol, 
Hamburg, DE 
TGF-β1 FW: CGT GGA GCT GTA CCA GAA 
ATA 
RV: TCC GGT GAC ATC AAA AGA 
TAA 
58°C RealTime Primers  
via Biomol, 
Hamburg, DE 
	
2.6 Probandengut 
Im Rahmen der Untersuchung des Schifffahrtmedizinischen Institutes der Marine in 
Kronshagen nahmen 50 gesunde männliche Probanden im Alter zwischen 20 und 40 
Jahren mit einem Body-Maß-Index (BMI) von 18,5 - 28,7 (mittlerer BMI lag bei 24,3) 
an der Studie teil. Jedem Probanden wurden zur Gewinnung von PBMCs venöse 
EDTA-Blutproben mit 27 ml Vollblut entnommen. Die Probanden wurden jeweils 
nach ihrer körperlichen Aktivität und Sauerstoff-Exposition in drei Gruppen aufgeteilt. 
Die erste Gruppe bestand aus aktiven Kampfschwimmern (O2-Taucher) der 
Deutschen Marine während einer anstrengenden Wassertrainingsphase. Die 
Athletengruppe bestand aus selbst erklärten Amateursportlern, die die 
Spiroergometrie absolviert hatten und folgende altersabhängige maximale 
Sauerstoffaufnahme (VO2max) Kriterien erfüllen mussten (≤  20 Jahre: 51,0 mL O2 
/min/kg | 21-30 Jahre: > 46,5 mL O2 /min/kg | 31- 40 Jahre: > 45,0 mL O2 /min/kg | ≥ 
41 Jahre: 43,8 mL O2/min/kg). Die Kontrollgruppe bestand aus gesunden Marine-
Soldaten, die die oben genannten VO2max-Anforderungen nicht erfüllten, aber ihre 
jährliche medizinische Untersuchung bestanden. 
Die Studie wurde seitens der Ethikkommission des Universitätsklinikum Schleswig-
Holstein (UKSH) gemäß der WMA-Deklaration von Helsinki genehmigt 
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(Ethikvotumnummer A120/13). Alle Probanden gaben zur Durchführung der Studie 
ihr schriftliches Einverständnis ab. 
	
2.7 Computerprogramme 
Computerprogramm	 Hersteller	
i-control™ Microplate Reader Software Tecan, Crailsheim, DE 
LightCycler480 Software Roche, Basel, CH 
Mendeley Desktop 1.19.2 Mendeley Ltd., London, UK 
Microsoft Excel für Mac 14.1.4 Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, USA 
Microsoft Word für Mac 14.1.4 Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, USA 
SigmaPlot 12.5			 Systat Software Inc., Chicago, USA 
Tecan Infinite 200Pro Tecan, Crailsheim, DE 
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3 Methoden 
3.1 Isolierung von PBMCs 
Die Isolierung von PBMCs erfolgte im Schifffahrtmedizinischen Institutes der Marine 
in Kronshagen. Dafür wurden von allen Probanden venöse EDTA-Blutproben (27 ml) 
entnommen und durch einen Ficollgradienten getrennt (Zentrifuge: 35 Minuten 1400 
UpM bei 20°C). Danach wurden die PBMCs mit einer sterilen Pasteurpipette geerntet 
und in 15 ml Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) suspendiert und zweimal 
gewaschen (Zentrifuge: 10 Minuten, 1600 UpM bei 4°C). Anschließend wurden die 
Zellen in RPMI 1640-Zellkulturmedium resuspendiert und auf eine Konzentration von 
1 x 106 Zellen pro ml eingestellt. Zur Lebensfähigkeitsuntersuchung wurde eine 
Probe der Zellen mit 0,4% Trypanblau-Färbelösung (Verdünnung 4:1) inkubiert und 
in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Der Prozentsatz an lebensfähigen Zellen 
wurde während aller Experimente und Kultivierung berechnet und überwacht. 
3.2 Exposition von PBMCs in der Experimentaldruckkammer  
Wie die Isolierung der PBMCs erfolgte die Exposition der PBMCs in der 
Experimental- bzw. Kontrollkammer des Schifffahrtmedizinischen Institutes der 
Marine in Kronshagen. Die PBMCs wurden dafür in RPMI 1640-Zellkulturmedium  
mit einer Konzentration von 1 x 106  Zellen pro ml resuspendiert und auf 24-Well-
Kulturplatten mit 2 ml Zellsuspension pro Well übertragen. Eine Platte wurde in eine 
Experimentaldruckkammer gebracht, wo unter hyperbaren Bedingungen die 
Zellkulturen für 4 Stunden 4,0 bar O2 ausgesetzt wurden. Die andere Platte  
(Kontrollplatte) wurde in eine Nebenkammer der Umgebungsluft (AA) ausgesetzt. Die 
Temperatur während der Experimente betrug 37°C. Anschließend wurden beide 
Platten aus beiden Kammern für eine Erholungszeit von 18 Stunden in einen 
befeuchteten Inkubator (Luft, 37ºC, 5% CO2) unter Umgebungsdruck gestellt. 
3.3 Isolierung der RNA  
Die RNA Isolierung erfolgte im Institut für Experimentelle Tumorforschung in Kiel 
nach dem Protokoll des peqGOLD Total RNA Kit. Zuerst wurden die isolierten 
PBMCs (1,2×106 Zellen) der verschiedenen Gruppen in 300 µl Lysis Buffer T lysiert. 
Das Lysat wurde dann auf die DNA Removing Column, die in einem 2 ml Röhrchen 
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steckten, pipettiert. Diese wurden dann bei 11200 UpM für eine Minute zentrifugiert, 
um die RNA im Durchfluss zu sammeln. Die Säule wurde anschließend entsorgt. 
Zum Säulendurchfluss wurde dann 300 µl Ethanol (70%) dazugegeben und 
vorsichtig auf dem Vortexer gemischt. Anschließend wurden die PerfectBind Column 
auf ein 2 ml Röhrchen gesteckt und das gesamte Volumen wurde auf die PerfectBind 
Column verteilt und für eine Minute bei 10200 UpM zentrifugiert. 
Die PerfectBind Column mit der enthaltenen RNA wurde auf ein neues 2 ml 
Röhrchen gesteckt und mit 500 µl RNA Wash Buffer I gewaschen und eine Minute 
bei 10200 UpM zentrifugiert. Es wurde dann erneut mit 600 µl RNA Wash Buffer II 
gewaschen und wie zuvor für 1 Minute bei 10200 UpM zentrifugiert. Anschließend 
wurde die Säule nochmals 2 Minuten bei 11000 UpM trocken zentrifugiert. Für die 
Elution der RNA wurden 40 µl RNase freies Wasser dazugegeben, eine Minute 
stehen gelassen und schließlich 1 Minute bei 7200 UpM zentrifugiert. Zur 
Quantifizierung der RNA wurde ein Spektrophotometer Tecan Infinite 200Pro in 
Kombination mit einer NanoQuant-Plattenapplikation benutzt. Bis zur weiteren 
Verwendung wurde die RNA bei – 80° C gelagert. 
3.4 Reverse Transkription 
Bei der Umschreibung der RNA in cDNA wurde das RevertAid First Strand- cDNA 
Synthese Kit verwendet. Dafür wurde 30-90 ng RNA mit 1 µl Oligo (dT) Primer und 
nukleasefreiem Wasser vermischt, um so ein  Gesamtvolumen von 12,5 µl zu 
erreichen. Danach wurde die Lösung bei 65°C  5 Minuten inkubiert, auf Eis abgekühlt 
und anschließend für 1 Minute bei 12000 UpM zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren 
wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge dazu gegeben: 
4 µl Reaction Buffer  
0,5 µl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl)  
2 µl 10 mM dNTP Mix  
1 µl RevertAid M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/µl) 
Nach dem Mischen und Zentrifugieren für 1 Minute bei 12000 UpM wurde die Mixtur 
bei 42 °C für 60 Minuten und anschließend bei 70 °C für 5 Minuten inkubiert. Bis zur 
weiteren Verwendung wurde die cDNA im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt. 
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3.5 Echtzeit Polymerasekettenreaktion (Realtime PCR) 
Um die Genexpression in PBMCs zu analysieren, wurde eine Realtime-PCR 
durchgeführt. Dazu wurde in der Realtime PCR zur Quantifizierung der PCR-
Produkte der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I verwendet. Dieser Farbstoff ist in 
der Lage, sich an doppelsträngige DNA zu binden. Durch die DNA-Bindung wird die 
Fluoreszenz um das 20- bis 100-fache erhöht. Das heißt, je mehr DNA eines Gens in 
der Probe gebildet wird, desto höher steigt das Fluoreszenzsignal, bis anschließend 
die Fluoreszenz eines Produktes den Schwellenwert (Ct-Wert) überschreitet. Als 
Referenzgen, auf das die Expression des Gens von Interesse normalisiert wird, 
wurde in dieser Arbeit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
verwendet, weil es in allen Proben gleichermaßen transkribiert vorliegt.  
Für die Durchführung der PCR wurde die zuvor hergestellte cDNA mit destilliertem 
Wasser in einem Verhältnis 1:5 vermischt. 2,5 µl der cDNA Lösung wurden dann in 
eine weiße 96-Well-PCR-Platte in Doppelwerten pipettiert. Dann wurden jeweils 7,5 
µl Mastermix/Well entsprechend der verwendeten Primer zugegeben: 
 
Mastermix pro Well mit Primern für  HO-1, IL-12: 
5 µl Light Cycler Sybr Green I Master 
0,0375 µl F Primer (Vorwärtsprimer) 
0,0375 µl R Primer (Rückwärtsprimer) 
2,425 µl H2O 
= 7,5 µl /Well 
Mastermix pro Well mit Primern für IL-6, IL-1β, IL-10, IFN-γ , NQO1: 
5 µl Light Cycler Sybr Green I Master 
1 µl Primer (1:50) 
1,5 µl H2O 
= 7,5 µl /Well 
Mastermix pro Well mit Primern für GAPDH, TGF-β1: 
5 µl Light Cycler Sybr Green I Master 
1 µl Primer F 
1 µl Primer R 
0,5 µl H2O 
= 7,5 µl /Well 
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Die verwendeten Primer und die Annealingtemperaturen sind in Kapitel 2.5 
aufgeführt. Anschließend wurde die Platte mit einer selbstklebenden Folie 
verschlossen und zwei Minuten bei 1200 UpM zentrifugiert. Die PCR wurde in einem 
Light Cycler 480 II mit bis zu 50 Amplifikationszyklen und anschließender 
Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Die PCR erfolgte nach folgendem 
Temperaturprofil: Die Denaturierung erfolgte bei 95°C für 5 Minuten, Primer-
Annealing für die Gene HO-1 und IL-12 bei 55°C für 20 Sekunden, für die restlichen 
Gene bei 58°C für 20 Sekunden und für NQO1 ebenfalls bei 58°C aber für 45 
Sekunden. Zum Abschluss erfolgte die Primer-Elongation für 30 Sekunden bei 72°C. 
Zur Auswertung wurden die LightCycler480 Software und Microsoft Excel benutzt. 
Die qPCR-Ergebnisse wurden mit der 2-ΔΔCt-Methode ausgewertet, bei der die 
Zyklusschwelle (Ct) auf 4,99 eingestellt wurde. Zur relativen Quantifizierung wurde 
der Mittelwert der Duplikate berechnet und der Ct-Wert des Gens von Interesse auf 
den Ct-Wert des Haushaltsgens GAPDH bezogen.  
3.6 Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung wurde das Programm SigmaPlot 12.5 benutzt. 
Auf normalverteilte Daten wurde der Shapiro-Wilk-Test angewendet. Nicht-
parametrische Daten wurden mittels Kruskal-Wallis-Einweg-ANOVA im Rangtest 
analysiert. Statistische Signifikanzen wurden durch die Dunn's Methode 
nachgewiesen. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Genexpression von Markern für oxidativen Stress in PBMCs 
Zuallererst wurde untersucht, ob die Genexpression von oxidativen Stressmarkern in 
PBMCs von Athleten, Kampfschwimmern und der Kontrollgruppe verschieden ist. Zu 
diesem Zweck wurde die Expression von HO-1 und NQO1 mittels RT-qPCR in 
PBMCs direkt nach der Isolierung (basale Expression) sowie nach 4 stündiger 
Exposition gegenüber hyperbarer Hyperoxie (HBO) bzw. als Kontrolle gegenüber 
Umgebungsluft (AA) untersucht. Dabei zeigte sich, dass PBMCs von 
Kampfschwimmern die niedrigste basale Expression von HO-1 (0,104 im Vergleich 
zu 0,209 bei der Kontrollgruppe und 0,219 bei Athleten) zeigten, aber die höchste 
basale Expression von NQO1 (0,00439 verglichen mit 0,000186 bei der 
Kontrollgruppe und 0,0000928 bei Athleten) aufwiesen (Abb.2A). Darüber hinaus 
beeinflusste die 4 stündige Exposition gegenüber HBO die HO-1 Genexpression in 
PBMCs von Kontrollprobanden und Athleten fast gar nicht und führte sogar zu einer 
leicht reduzierten Expression bei Kampfschwimmern (0,797-fache Expression von 
AA) (Abb.2B). Im Gegensatz dazu war die Expression von NQO1 nach HBO-
Exposition in PBMCs aller Gruppen erhöht und die Athleten zeigten die stärkste 
Induktion (3,347-fach), während die Kampfschwimmer die schwächste Induktion 
(1,127-fach) verglichen mit der Exposition gegenüber AA zeigten (Abb.2B). 
Insgesamt wird an den Daten deutlich, dass in PBMCs von Kampfschwimmern die 
basale Expression von HO-1 am niedrigsten, die von NQO1 jedoch am höchsten ist 
im Vergleich zu Kontrollpersonen und Athleten. Auf die Behandlung mit HBO 
reagierte am stärksten die Athletengruppe mit einer Erhöhung der HO-1 und NQO1 
Expression. 
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Abbildung 2: 	Genexpression von Markern für oxidativen Stress in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern basal und nach Exposition 
gegenüber 4 bar O2 (HBO) für 4 Stunden. RNA wurde aus Kontrollprobanden (n=18), 
Athleten (n=15) und Kampfschimmern (n=17) isoliert und mittels RT-qPCR auf die 
Expression von HO-1 und NQO1 analysiert. GAPDH wurde als Referenzgen verwendet und 
die Expression jedes Gens von Interesse auf die des Referenzgens normalisiert. A) Basale 
Genexpression von HO-1 und NQO1 in PBMCs direkt nach Isolierung. B) n-fache 
Genexpression nach Einwirkung von 4 bar O2 für 4 Stunden (HBO) normalisiert auf AA 
(HBO/AA). Die Daten präsentieren die Medianwerte mit Quartilen (Q 0,75 als obere und Q 
0,25 als untere Abweichung). *= P< 0,05. 
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4.2 Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs 
Weiterhin wurden die PBMCs von der Kontrollgruppe, Athleten und den 
Kampfschwimmern hinsichtlich der Expression der pro-inflammatorischen Zytokine 
IL-1β, IL-6, IL-12 und IFN-γ, die alle für die T-Zell-vermittelte Immunität wichtig sind, 
charakterisiert. Im Gegensatz zu IL-1β, welches am stärksten in PBMCs von der 
Kontrollgruppe exprimiert war (0,0533 verglichen mit 0,0226 bei Athleten und 0,0220 
bei Kampfschwimmern), zeigten die Kampfschwimmer die höchsten basalen 
Expressionsniveaus von IL-6, IL-12 und IFN-γ verglichen mit den PBMCs aus den 
anderen beiden Gruppen (Abb.3). 
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Abbildung 3: Basale Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs 
von Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern. Basale Genexpression der 
angegebenen Gene in PBMCs direkt nach der Isolierung. RNA wurde aus PBMCs von 
Kontrollpersonen (n=18), Athleten (n=15) und Kampfschwimmern (n=17) isoliert und mittels 
RT-qPCR auf die Expression von IL-1β, IL-6, IL-12 und IFN-γ analysiert. GAPDH wurde als 
Referenzgen verwendet und die Expression jedes Gens von Interesse auf die des 
Referenzgens normalisiert. Die Daten repräsentieren die Medianwerte mit Quartilen (Q0,75 
als obere, Q0,25 als untere Abweichung). * = P <0,05. 
 
PBMCs aus allen Gruppen reagierten auf HBO mit einer Hochregulierung von pro-
inflammatorischen Zytokinen mit Ausnahme von IL-12, das bei den 
Kontrollprobanden kaum beeinflusst wurde (0,9-fach verglichen mit AA), bei den 
Athleten (0,5-fach verglichen mit AA) und bei den Kampfschwimmern (0,73-fach 
verglichen mit AA) sogar herunterreguliert war (Abb.4). PBMCs von 
Kampfschwimmern zeigten die stärkste HBO-vermittelte Hochregulierung von IL-6 
und IL-1β, während IFN-γ nach HBO in PMBCs von Kontrollpersonen am meisten 
hochreguliert wurde (Abb.4). Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass PBMCs 
von Kampfschwimmern eine höhere Expression von pro-inflammatorischen 
Zytokinen im Vergleich zu Athleten und Kontrollpersonen aufweisen. Nach HBO-
Behandlung war in den PBMCs aller drei Gruppen eine erhöhte Expression von IL-
1β, IL-6 und IFN-γ im Vergleich zu AA-Bedingungen zu detektieren. 
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Abbildung 4: Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern nach Exposition gegenüber 4 bar 
O2 (HBO) für 4 Stunden. RNA wurde aus PBMCs von Kontrollpersonen (n=18), Athleten 
(n=15) und Kampfschwimmern (n=17) isoliert und nach 4 stündiger Exposition gegenüber 4 
bar O2 (HBO) oder gegenüber Umgebungsluft (AA) mittels RT-qPCR auf die Expression von 
IL-1β, IL-6, IL-12 und IFN-γ analysiert. GAPDH wurde als Referenzgen verwendet und die 
Expression jedes Gens von Interesse wurde auf die des Referenzgens normalisiert. Dann 
wurde die Genexpression von HBO-behandelten PBMCs auf die von AA-behandelten 
normalisiert und als n-fache Genexpression von HBO/AA dargestellt. Die Daten 
repräsentieren die Medianwerte mit Quartilen (Q0,75 als obere, Q0,25 als untere 
Abweichung). * = P <0,05. 
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4.3 Genexpression von entzündungshemmenden Zytokinen in PBMCs 
Anschließend wurde die Expression von zwei wichtigen entzündungshemmenden 
Zytokinen, IL-10 und TGF-β1, in PBMCs aus allen drei Gruppen analysiert. Während 
es keinen Unterschied im basalen Expressionsniveau von IL-10 gab, war die TGF-β1 
Expression in beiden Gruppen mit einer höheren körperlichen Aktivität deutlich 
reduziert. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe (0,0537) war die TGF-β1 Expression 
bei PBMCs von Athleten um etwa 40% (0,0327) und bei Kampfschwimmern 
(0,00706) sogar um 85% verringert (Abb.5a). Interessanterweise beeinträchtigte die 
Exposition gegenüber HBO für vier Stunden die Expression beider Gene in keiner 
der drei Gruppen (Abb.5b), was darauf hindeutet, dass die signifikant niedrigeren 
Basalmengen von TGF-β1 in PBMCs von Kampfschwimmern eher die Folge einer 
Langzeit-Exposition gegenüber HBO sind. 
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Abbildung 5: Genexpression von entzündungshemmenden Zytokinen in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern basal und nach Exposition 
gegenüber 4 bar O2 (HBO) für 4 Stunden. RNA wurde aus PBMC von Kontrollpersonen (n 
= 18), Athleten (n = 15) und Kampfschwimmern (n = 17) isoliert und mittels RT-qPCR auf die 
Expression von IL-10 und TGF-β1 analysiert. GAPDH wurde als Referenzgen verwendet, 
und die Expression jedes Gens von Interesse wurde auf die des Referenzgens normalisiert. 
A) Basale Genexpression der angegebenen Gene in PBMCs direkt nach der Isolierung. B) 
Genexpression nach Exposition gegenüber 4 bar O2 (HBO) für 4 Stunden normalisiert auf 
AA. Die Daten repräsentieren die Medianwerte mit Quartilen (Q0,75 als obere, Q0,25 als 
untere Abweichung). * = P <0,05. 
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4.4 Genexpression von Markern für oxidativen Stress in PBMCs nach 
Exposition gegenüber HBO bzw. AA und 18 stündiger Erholungsphase 
Um zu überprüfen, ob sich die einmalige Exposition gegenüber HBO auch noch nach 
einer Erholungsphase auf die Genexpression in PBMCs auswirkt, wurde die 
Genexpression von anti-oxidativen Faktoren nach 18 stündiger Erholung bei 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern untersucht. Dabei konnte 
festgestellt werden, dass PBMCs von Kampfschwimmern die höchste Expression 
von HO-1 (1,526-fach verglichen mit AA) nach 18 Stunden aufwiesen, während die 
Expression von NQO1 nach 18 stündiger Erholung keine Veränderung zeigte 
(Abb.6). Im Vergleich zu den Daten nach 4 stündiger Exposition gegenüber HBO 
wird deutlich, dass es nach 18 stündiger Erholung zu einer Herunterregulierung der 
Genexpression von NQO1 in allen drei Gruppen und bei HO-1 hingegen zu einer 
deutlichen Aufregulierung kam. 
 
Abbildung 6: Genexpression von Markern für oxidativen Stress in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern nach Exposition gegenüber HBO 
bzw. AA und 18-stündiger Erholung. RNA wurde aus Kontrollpersonen (n=18), Athleten 
(n=15) und Kampfschimmern (n=17) isoliert und nach 4 stündiger Exposition gegenüber 4 
bar O2 (HBO) bzw. Umgebungsluft (AA) sowie nach 18 stündiger Erholungsphase mittels 
RT-qPCR auf die Expression von HO-1 und NQO1 analysiert. GAPDH wurde als 
Referenzgen verwendet und die Expression jedes Gens von Interesse auf die des 
Referenzgens normalisiert. Danach wurde die Expression der HBO exponierten PBMCs auf 
die Expression der AA exponierten PBMCs normalisiert und die Daten als n-fache 
Genexpression (HBO/AA) dargestellt. Die Daten sind entweder als Mediane mit Quartilen (Q 
0,75 als obere und Q 0,25 als untere Abweichung) oder als Mittelwerte und 
Standardabweichung dargestellt. 
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4.5 Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs nach 
Exposition gegenüber HBO bzw. AA und 18 stündiger Erholung 
Ebenso wurde die Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs 
nach 18 stündiger Erholung bei den drei Gruppen untersucht. Allgemein kam es nach 
18 stündiger Erholung zu einer Herunterregulierung der Expression der hier 
untersuchten pro-inflammatorischen Zytokine in PBMCs aller Gruppen verglichen mit 
der Expression nach 4 stündiger Exposition gegenüber HBO. PBMCs von 
Kontrollpersonen zeigten dabei die höchste Expression von IL-6 (0,876-fach von AA) 
und IL-12 (0,642-fach von AA), während IL-1β (1,190-fach von AA) nach 18 Stunden 
in PBMCs von Kampfschwimmern und IFN-γ (0,936-fach von AA) in PBMCs von 
Athleten am höchsten war (Abb 7). Anhand der Daten lässt sich sagen, dass es 
nach 18 stündiger Erholung generell zu einer Herunterregulierung der Expression der 
untersuchten pro-inflammatorischen Gene kam verglichen mit der 4 stündigen 
Exposition gegenüber HBO. 
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Abbildung 7: 	Genexpression von pro-inflammatorischen Zytokinen in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern nach Exposition gegenüber HBO 
bzw. AA und 18-stündiger Erholung. RNA wurde aus PBMCs von Kontrollpersonen 
(n=18), Athleten (n=15) und Kampfschwimmern (n=17) isoliert und nach 4 stündiger 
Exposition gegenüber 4 bar O2 (HBO) bzw. Umgebungsluft (AA) sowie nach 18 stündiger 
Erholungsphase mittels RT-qPCR auf die Expression von IL-1β, IL-6, IL-12 und IFN-γ 
analysiert. GAPDH wurde als Referenzgen verwendet und die Expression jedes Gens von 
Interesse auf die des Referenzgens normalisiert. Danach wurde die Expression der HBO 
exponierten PBMCs auf die Expression der AA exponierten PBMCs normalisiert und die 
Daten als n-fache Genexpression (HBO/AA) dargestellt. Die Daten repräsentieren die 
Medianwerte mit Quartilen (Q0,75 als obere, Q0,25 als untere Abweichung).  
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4.6 Genexpression von entzündungshemmenden Zytokinen in PBMCs nach 
Exposition gegenüber HBO bzw. AA und 18 stündiger Erholung 
Zum Schluss wurde noch die Expression der zwei anti-inflammatorischen Zytokine 
IL-10 und TGF-β1 in PBMCs der drei Gruppen nach 18 stündiger Erholung nach 
HBO-Exposition untersucht. Dabei ließ sich folgendes feststellen: Im Vergleich zu der 
Expression nach 4 stündiger HBO Exposition ohne Erholung kam es zu einer 
leichten Aufregulierung der TGF-β1 Expression in allen drei Gruppen, während die 
IL-10 Expression nach 18 Stunden nur bei den Kampfschwimmern erhöht war. 
PBMCs von Kampfschwimmern zeigten die höchste Expression von IL-10 (1,26-fach 
von AA), wohingegen die höchste Expression von TGF-β1 bei den Athleten zu 
verzeichnen war (1,17-fach von AA) (Abb 8). Insgesamt deuten diese Daten darauf 
hin, dass es nach der 18 stündiger Erholung im Vergleich zur 4 stündigen HBO-
Exposition zu einer Aufregulierung von TGF-β1 kommt und bei den 
Kampfschwimmern darüber hinaus zu einer höheren Expression von IL-10. 
 
Abbildung 8: Genexpression von entzündungshemmenden Zytokinen in PBMCs von 
Kontrollpersonen, Athleten und Kampfschwimmern nach Exposition gegenüber HBO 
bzw. AA und 18-stündiger Erholung. RNA wurde aus PBMC von Kontrollpersonen (n = 
18), Athleten (n = 15) und Kampfschwimmern (n = 17) isoliert und nach 4 stündiger 
Exposition gegenüber 4 bar O2 (HBO) bzw. Umgebungsluft (AA) sowie nach 18 stündiger 
Erholungsphase mittels RT-qPCR für die Expression von IL-10 und TGF-β1 analysiert. 
GAPDH wurde als Referenzgen verwendet und die Expression jedes Gens von Interesse auf 
die des Referenzgens normalisiert. Danach wurde die Expression der HBO exponierten 
PBMCs auf die Expression der AA exponierten PBMCs normalisiert und die Daten als n-
fache Genexpression (HBO/AA) dargestellt. Die Daten repräsentieren die Medianwerte mit 
Quartilen (Q0,75 als obere, Q0.25 als untere Abweichung).  
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5 Diskussion 
 
In vielen Studien wurde bereits gezeigt, dass regelmäßige körperliche Aktivität einen 
positiven Effekt auf den Immunstatus hat  (McTiernan 2008; Shanely et al. 2013). Die 
während der körperlichen Aktivität entstandenen Mengen an ROS können in 
geringen Mengen Zellschäden im Gewebe reparieren. Außerdem sind sie imstande, 
anti-oxidative Systeme wie die Superoxiddismutase und das Glutathionsystem im 
Körper zu aktivieren, um so oxidativem Stress und Entzündungen entgegenzuwirken 
(Knez, Jenkins & Coombes 2007; Miyazaki et al. 2001). 
Allerdings führt zu intensives Training zu einer Reduktion der anti-oxidativen 
Faktoren im Körper. Somit sind die Schutzsysteme nicht mehr in der Lage, ROS 
vernünftig aus dem Körper zu eliminieren. Dadurch erhöht sich der Anteil an ROS, 
was letzten Endes zu DNA Schäden und damit verbundenen Erkrankungen wie z.B. 
Krebs oder kardiovaskulären Erkrankungen führt (Davison, Hughes, & Bell, 2005; 
Knez, Jenkins, & Coombes, 2007; Turner, Hodges, Bosch, & Aldred, 2011; Wu, 
Chiou, Chang, & Wu, 2004). Insgesamt deuten diese Studien darauf hin, dass sich 
mäßiges Training positiv auf die Gesundheit auswirkt (McTiernan 2008; Shanely et 
al. 2013; Simpson et al. 2015), während zu intensives Training, wie z.B. bei 
Leistungssportlern, eher das Gegenteil bewirkt und oxidativen Stress verursacht und 
sogar die Entstehung von Krankheiten begünstigt (Da et al. 2012; Lavieri, Rubartelli 
& Carta 2016). Auch HBO, wie sie bei Tauchern und Kampfschwimmern gegeben ist, 
führt zur vermehrten Bildung von ROS und dem damit verbundenen oxidativen 
Stress (Oter et al. 2005). Des Weiteren kann oxidativer Stress, verursacht durch eine 
HBO Exposition, zu Veränderungen des Immunstatus führen (Brenner, Shephard & 
Shek 1999). Interessanterweise zeigen aber auch Studien, dass bestimmte Zellen, 
wie z.B. die humane Lungenzelllinie A549, die HBO ausgesetzt waren, nach einer 
erneuten Exposition Adaptationsmechanismen entwickelten (Messier & Fisher 1990; 
Speit & Bonzheim 2003). So konnte gezeigt werden, dass HBO vermehrt HO-1 
induziert, was wiederum zu einem besseren Schutz gegenüber oxidativen Stress bei 
weiteren HBO-Expositionen beiträgt (Speit et al. 2000; Speit & Bonzheim 2003). Der 
Grund hierfür soll sein, dass die vermehrte Induktion von HO-1 die Freisetzung von 
Ferritin begünstigt und so das freie Eisen für die Fenton Reaktion begrenzt. Durch 
die Fenton Reaktion wiederum kann das freie Eisen mit  H2O2 reagieren und zu 
einem Hydroxylradikal werden. Ebenfalls ist das nach Hämabbau entstandene 
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Bilirubin ein wichtiger anti-oxidativer Faktor (Speit et al. 2000). Weitere Gründe für 
den Schutzmechanismus gegenüber oxidativen Stress könnten die Hochregulierung 
von anti-oxidativen Enzymen, wie der Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase 
sein (Ay et al. 2007) oder auch Hitzeschockproteine, die vor oxidativem Stress 
schützen und somit Zellschäden reduzieren, (Vince et al. 2011) sowie der Cytochrom 
c Oxidase Untereinheit V, die in der Lage ist, die Toleranz gegenüber Hyperoxie zu 
erhöhen (Li Campian et al. 2007). 
Basierend auf diesen Befunden war Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen von HBO im 
Vergleich zu körperlichen Belastungen auf PBMCs besser zu verstehen. Dafür 
wurden PBMCs von Kampfschwimmern, die nicht nur einer erhöhten HBO 
Exposition, sondern auch einer intensiven körperlichen Belastung ausgesetzt sind 
und von Athleten, die regelmäßig Sport treiben, also mäßigem oxidativem Stress 
ausgesetzt sind, isoliert und mit denen von Kontrollpersonen, die keinen bis mäßigen 
Sport treiben, hinsichtlich der Expression von 1. anti-oxidativen Faktoren (HO-1, 
NQO1), 2. pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ) und 3. anti-
inflammatorischen Zytokinen (IL-10, TGF-β1) vergleichend untersucht. Die 
Expression dieser Marker wurde dabei zum einen direkt nach Isolation der Zellen (= 
basale Expression), nach 4 stündiger Exposition gegenüber HBO oder 
Umgebungsluft (AA) sowie nach 4 stündiger Exposition und anschließender 18 
stündiger Erholungsphase untersucht. Bezüglich der anti-oxidativen Marker konnte 
festgestellt werden, dass PBMCs von  Kampfschwimmern basal signifikant die 
niedrigste Expression von HO-1 hatten, aber die höchste Expression von NQO1 
verglichen mit den PBMCs von Kontrollpersonen und Athleten. Das deutet darauf 
hin, dass durch Hyperoxie verursachter oxidativer Stress oder auch körperliche 
Aktivität die beiden anti-oxidativen Faktoren unterschiedlich beeinflusst. Nach der 4 
stündigen Exposition gegenüber HBO gab es folgende Unterschiede bei den anti-
oxidativen Markern: Während HBO keinen Einfluss auf die HO-1-Expression in 
PBMCs von Athleten und Kontrollpersonen hatte und lediglich zu einer leicht 
reduzierten Expression bei Kampfschwimmern führte, war die Expression von NQO1 
nach HBO in PBMCs aller Gruppen signifikant erhöht. Bei den Athleten war die 
Induktion sogar am stärksten und bei Kampfschwimmern am schwächsten. Obwohl 
aus Studien bekannt ist, dass eine HBO Exposition zu einer vermehrten Expression 
von HO-1 und NQO1 führt (Chen et al. 2003; Godman et al. 2010), war dies in dieser 
Arbeit bei HO-1 in PBMCs von Kampfschwimmern und Athleten nicht der Fall. Der 
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Grund hierfür könnte sein, dass in dieser Arbeit die Gesamtpopulation der PBMCs 
untersucht wurde, während in den Studien von Godman et al. humane 
mikrovaskuläre Endothelzellen und in der Studie von Speit et al. nur Lymphozyten 
zur Untersuchung herangezogen wurden. Eine weitere Erklärung für die geringe 
Induktion von anti-oxidativen Faktoren könnte auch das Probandenkollektiv sein. 
Während in dieser Arbeit die sportliche Aktivität bei allen Probanden bekannt war, 
wurden in der Studie von Speit et al. nur 14 freiwillige ohne sportlichen Hintergrund 
untersucht. 
Darüber hinaus gab es auch Unterschiede bezüglich der basalen Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine. Die PBMCs von Kampfschwimmern hatten 
diesbezüglich die höchste Expressionslevel von IL-6, IL-12 und IFN-γ. Nach der HBO 
Exposition kam es zu einer Aufregulierung der pro-inflammatorischen Zytokine in 
allen drei Gruppen (mit Ausnahme von IL-12), wobei die Expression von IL-6 und IL-
1β in PBMCs von Kampfschwimmern am höchsten war. In einer anderen Studie 
konnte festgestellt werden, dass IL-6 zur Induktion von Hsp72 (Heat shock 70 kDa 
protein 1) in den Skelettmuskeln führt. Dieses Hitzeschockprotein ist wiederum in der 
Lage, die Zellen vor oxidativem Stress zu schützen (Febbraio et al. 2002). Ob das 
auch ein Mechanismus ist, der in den PBMCs von Kampfschwimmern zu einem anti-
oxidativen und schützenden Effekt führt, kann nur spekuliert werden. 
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass es bei den anti-inflammatorischen 
Zytokinen keinen Unterschied im basalen Expressionsniveau von IL-10 bei den 
PBMCs der drei untersuchten Gruppen gab. Dafür war die basale TGF-β1 
Expression in den PBMCs der Athleten und Kampfschwimmer deutlich niedriger im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach der vier stündigen Exposition gegenüber HBO 
wurde die Expression beider Gene in keiner der drei Gruppen beeinträchtigt. Die 
niedrigen Basalwerte von TGF-β1 in PBMCs der Kampfschwimmer könnten 
entweder mit der Langzeitexposition gegenüber HBO zusammenhängen oder aber 
durch die körperliche Aktivität, da die TGF-β1 Spiegel auch in den PBMCs der 
Athleten erniedrigt waren. IL-10 ist normalerweise dafür verantwortlich, die 
Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine zu reduzieren (Hildebrand, Pape & 
Krettek 2005). In Übereinstimmung mit dieser Aussage zeigten die PBMCs der 
Kampfschwimmer basal die niedrigste IL-10 Expression, aber dafür die höchste 
Expression pro-inflammatorischer Zytokine. Folglich könnten diese Ergebnisse 
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darauf hindeuten, dass durch die chronische Exposition der Kampfschwimmer 
gegenüber HBO vermehrt entzündliche Mediatoren im Körper freigesetzt werden. 
Nach der 18 stündigen Erholung konnte eine Hochregulation von HO-1 in allen drei 
Gruppen im Vergleich zur 4 stündigen Exposition gegenüber HBO beobachtet 
werden, wobei die Expression in den PBMCs der Kampfschwimmer am höchsten 
war und die Expression von NQO1 in PBMCs aller Gruppen unverändert blieb. 
Ebenso kam es in den PMBCs aller Gruppen nach 18 Stunden zu einer 
Herunterregulierung der pro-inflammatorischen Zytokine verglichen mit den Werten 
nach 4 stündiger Exposition gegenüber HBO. In den PBMCs der Kampfschwimmer 
kam es zudem zu einer Aufregulation von IL-10 verglichen mit den Daten direkt nach 
der 4 stündigen Exposition gegenüber HBO. Die Expression von TGF-β1 war nach 
18 Stunden, im Vergleich zu den 4 Stunden Werten nach HBO, in allen drei Gruppen 
leicht erhöht, vor allem aber bei den Athleten. Generell kam es nach 18 stündiger 
Erholung zu einer Herunterregulierung sowohl der anti-oxidativen Faktoren als auch 
der pro- und anti-inflammatorischen Zytokine, verglichen mit der Expression nach der 
4 stündigen HBO Exposition, mit Ausnahme von HO-1, TGF-β1, und IL-10, welche 
vor allem bei den Kampfschwimmern erhöht waren. Dies könnte darauf hinweisen, 
dass Kampfschwimmer sich langsamer vom oxidativen Stress erholen die 
Kontrollpersonen und Athleten, die die schnellste Erholung nach 18 Stunden zeigten. 
Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse lässt sich sagen, dass die doppelte 
Belastung durch HBO in Kombination mit körperlicher Aktivität, eher zu einem pro-
inflammatorischen Immunstatus führt als körperliche Aktivität allein. Somit können 
mit den Ergebnissen der Arbeit folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: Bei 
den unterschiedlich körperlich aktiven und HBO ausgesetzten Gruppen konnten 
schon basale Unterschiede in der Expression anti-oxidativer und inflammatorischer 
Markergene beobachtet werden. Bei den Kampfschwimmern war die Expression von 
NQO1, IL-6, IL-12, IFN-γ und IL-10 am höchsten, während bei den Athleten HO-1 am 
höchsten war und bei den Kontrollprobanden TGF-β1 und IL-1β. Nach 4 stündiger 
HBO Exposition allem kam es vor allem in den PBMCs der Kampfschwimmer zu 
einer starken Aufregulation der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1β. Die 
Expression von IFN-γ war hingegen nach HBO in PBMCs von Kontrollpersonen am 
höchsten. Bei den anti-oxidativen Faktoren zeigte vor allem die Expression von 
NQO1 bei den Athleten die stärkste Induktion nach der 4 stündigen HBO Exposition. 
Auf die entzündungshemmenden Zytokine hatte HBO keinen sonderlichen Einfluss. 
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Schließlich schienen sich die PBMCs der drei Gruppen auch unterschiedlich von 
HBO Exposition im Rahmen einer 18 stündigen Erholungsphase zu regenerieren: 
Pro-inflammatorische Zytokine sowie der anti-oxidative Faktor NQO1 wurden in allen 
drei Gruppen herunterreguliert. Hingegen kam es zu einer Aufregulation von HO-1, 
wobei in PBMCs der Kampfschwimmer die höchste Expression festgestellt werden 
konnte. Ferner kam es zu einer Aufregulation der entzündungshemmenden Zytokine 
TGF-β1 und IL-10, wobei letztere nur bei Kampfschwimmern auftrat. 
Die Studie von Ferrer et al. (2007) berichtete über erhöhte Expressionen von HO-1 in 
Lymphozyten sowohl nach Tauchgängen in 40 m Tiefe als auch nach trockener 
HBO-Exposition (Ferrer et al. 2007). Dieser Befund kann allerdings in dieser Arbeit 
nicht bestätigt werden, denn sowohl basal als auch nach HBO Exposition war die 
Expression von HO-1 in PBMCs von Kampfschwimmern niedriger im Vergleich zu 
den anderen Gruppen. Eine Erklärung für die unterschiedlichen Befunde könnte sein, 
dass in der Studie von Ferrer et al. gezielt Lymphozyten, in dieser Arbeit hingegen 
die Gesamtpopulation an PBMCs untersucht wurde. Die Studie von Sureda et al. 
(2014) konnte hingegen in Übereinstimmung mit dieser Arbeit zeigen, dass Tauchen 
zu einer erhöhten Expression der Zytokine IL-6, IL-10 und IL-1β in den neutrophilen 
Granulozyten führt. Auch in den PBMCs der Kampfschwimmer kam es zu einer 
Zunahme der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1β nach HBO Exposition 
und nach 18 stündiger Erholung zu einer Zunahme von IL-10. IL-6 ist in der Lage, die 
Expression von IL-10 zu induzieren, um so ein entzündungshemmendes Milieu zu 
erschaffen (Petersen & Pedersen 2005), was erklären könnte, warum die IL-10 
Expression erst nach der 18 stündigen Erholungsphase erhöht war. 
Eine weitere in vitro Studie konnte feststellen, dass die Expression des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-1β durch die HBO–Exposition gehemmt wird (Benson 
et al. 2003). Das steht in Widerspruch mit dieser Arbeit, in der nach HBO-Exposition 
sowohl bei den Athleten als auch bei den Kampfschwimmern eine Aufregulation von 
IL-1β in den PBMCs nachgewiesen werden konnte. Die Diskrepanz der Befunde 
kann jedoch dadurch erklärt werden, dass die isolierten PBMCs in der o.g. Studie nur 
von gesunden Probanden ohne sportliche Aktivität und/oder dauerhafter Exposition 
gegenüber hohen Sauerstoffpartialdrücken entstammen.  
Neben der PCR-basierten Analyse wurden in der Publikation von Tillmanns et al. 
(2019), in der Teile dieser Arbeit eingeflossen sind, noch weitere Untersuchungen mit 
den PBMCs durchgeführt, z.B. Comet Assay zur Beurteilung der DNA-
	 34	
Fragmentierung und Durchflusszytometrie zur Charakterisierung der PBMC 
Population und zur Bestimmung von Apoptose. Die Ergebnisse des Comet-Assays 
zeigten, dass alle drei Gruppen nach HBO-Exposition ähnliche Level an DNA-
Schäden aufwiesen, dass aber die Kampfschwimmer nach der 18 stündigen 
Erholungsphase eine höhere DNA-Fragmentierung aufwiesen als Athleten oder 
Kontrollpersonen. Das könnte auch der Grund dafür sein, warum sich 
Kampfschwimmer langsamer vom oxidativen Stress erholen als die Athleten. Die 
Analyse der Durchflusszytometrie ergab, dass Kampfschwimmer im Vergleich zu den 
anderen beiden Gruppen einen höheren Anteil an CD4+CD25+ T-Zellen aufweisen, 
was in der Zusammenschau mit der höheren Expression von pro-inflammatorischen 
Zytokinen wie IL-6 und IL-12 auf einen pro-inflammatorischen Immunstatus in dieser 
Gruppe hindeutet (Tillmans et al. 2019).  
In dieser Arbeit gab es auch einige Limitierungen. Dadurch, dass die Experimente 
und Analysen mit den isolierten PBMCs alle außerhalb des Körpers stattfanden, 
befanden sich die Zellen daher nicht mehr unter optimalen physiologischen 
Bedingungen, wobei versucht wurde, die Kulturbedingungen in der Druckkammer 
bzw. Nebenkammer so gut wie möglich an die menschlichen Verhältnisse 
anzupassen. So wurde für die PBMCs das RPMI 1640 Zellkulturmedium gewählt. 
Dieses Zellkulturmedium enthält neben wichtigen Wachstumsfaktoren wie Salze, 
Aminosäure und Glucose als Indikator für den pH-Wert Phenolrot. Durch die rote 
Farbe des Mediums bei pH-Wert 7,4 wird durch den Farbumschlag in den sauren 
oder basischen Bereich eine Mangelversorgung der Zellen angezeigt und kann 
vermieden werden (Boxberger 2007). Des Weiteren herrschte bei den Experimenten 
konstant eine Temperatur von 37°C, was in etwa der menschlichen 
Körpertemperatur entspricht, mit Schwankungen von 1,2 °C bei der Frau und 1,4 °C 
beim Mann (Boxberger 2007). Darüber hinaus könnte auch der Ernährungszustand 
der Probanden einen Einfluss auf die Expression und Freisetzung der verschiedenen 
Zytokinen oder anti-oxidativen Mediatoren haben. So liegen keine Informationen 
darüber vor, ob sich die Probanden mit anti-oxidativ reicheren Lebensmitteln ernährt 
haben bzw. Supplemente einnehmen. Es gibt zahlreiche Studien über den Effekt der 
Supplementierung mit anti-oxidativen Vitaminen gegenüber oxidativem Stress, wobei 
deren Ergebnisse widersprüchlich sind. Einige Studien berichten über einen positiven 
Effekt, wie die Steigerung der Leistungsbereitschaft und bessere Regeneration der 
Muskeln (Brisswalter & Louis 2014; Gauche et al. 2006), während andere Studien 
	 35	
das Gegenteil aufzeigen und keinen Einfluss durch die Supplementierung der 
Antioxidantien wie Vitamin E und C auf die Leistungsfähigkeit und Schutz gegen 
oxidativen Stress sehen (Bader et al. 2007; Powers et al. 2004). 
In dieser Arbeit wurde nur PCR zur Bestimmung der Induktion von inflammatorischen 
und anti-oxidativen Faktoren benutzt. Weitere Studien mit ELISA wären sinnvoll, um 
die untersuchten Faktoren auch auf Proteinebene im Serum der Probanden 
nachzuweisen. Ferner wäre eine Analyse mit isolierten Zellpopulationen (CD4+, CD+ 
T Zellen, Monozyten, Granulozyten) sinnvoll, um gezielt den Einfluss von HBO auf 
die unterschiedlichen Zellpopulationen inkl. der Auswirkung auf ihre Effektorfunktion 
zu untersuchen.  
Nichtsdestotrotz ist das die erste Studie, die vergleichend den Effekt von HBO, 
körperliche Aktivität sowie einer Kombination aus beiden Bedingungen auf PBMCs 
untersucht hat. Obwohl das Kollektiv eher klein war (50 Personen, die an der Studie 
teilnahmen) und eine Validierung an einem größeren Kollektiv sinnvoll wäre, ist eine 
Stärke der Studie in der Homogenität der Gruppen zu sehen, da der Aktivitätsstatus 
aller Probandengruppen sehr gut bekannt und innerhalb einer Gruppe sehr gut 
vergleichbar war. 
Insgesamt lieferte diese Studie einen Einblick in die Wirkung von HBO und 
körperlicher Belastung auf PBMCs von Kampfschwimmern und Athleten im Vergleich 
zu körperlich weniger aktiven Kontrollpersonen. Die Ergebnisse zeigten bei den 
Kampfschwimmern in der Zusammenschau mit den anderen Befunden aus der 
Publikation (Tillmans et al. 2019), dass eine dauerhafte Exposition gegenüber 
oxidativen Stress (gegeben durch häufige Exposition gegenüber hohen 
Sauerstoffpartialdrücken in Kombination mit physischer Aktivität bei den 
Kampfschwimmern) mehr einen inflammatorischen Immunstatus fördert als die 
körperliche Aktivität allein bei Athleten. Weitere Forschungsaktivitäten sind auf 
diesem Gebiet notwendig, um das Verständnis über die Mechanismen, über die HBO 
bzw. körperliche Aktivität allein und in Kombination Einfluss nehmen auf den 
Immunstatus des Menschen, zu verbessern. 
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6 Zusammenfassung 
 
Taucher sowie Patienten während einer hyperbaren Oxygenierung (HBO) und HBO-
Therapie oder auch in der Anästhesiologie sind erhöhten Sauerstoffpartialdrücken 
ausgesetzt. Dadurch können erhöhte Mengen von freien Sauerstoff- und 
Stickstoffradikalen freigesetzt werden, die zu Zellschädigungen führen können. 
Ebenso können unter physischer Belastung, wie z.B. bei Leistungssportlern oder 
Athleten, freie Radikale entstehen. 
Ziel dieser Studie war es daher vergleichend zu untersuchen, ob und wie sich die 
Exposition von HBO auf die Expression von pro- und anti-inflammatorischen 
Zytokinen sowie anti-oxidativen Faktoren in peripheren mononukleären Blutzellen 
(PBMCs) von Athleten und Kampfschwimmern im Vergleich zu körperlich weniger 
aktiven Kontrollpersonen auswirkt. Dafür wurden zunächst die PBMCs aus allen drei 
Probandengruppen direkt nach der Isolierung bezüglich ihrer Expressionslevel der 
oben genannten Faktoren untersucht (basale Expression). Weiterhin wurden die 
PBMCs in einer Druckkammer für vier Stunden 4 bar Sauerstoffpartialdruck oder in 
einer Kontrollkammer Umgebungsbedingungen ausgesetzt, um den Einfluss von 
HBO auf die PBMCs der drei Gruppen zu untersuchen. Die Expression der 
inflammatorischen und anti-oxidativen Faktoren wurde zudem noch nach einer 
Erholungszeit von 18 Stunden untersucht, um zu überprüfen, ob und wie schnell sich 
die PBMCs von der Exposition gegenüber erhöhten Sauerstoffpartialdrücken 
erholen. 
Die Ergebnisse der Realtime-PCR-Analyse zeigen, dass es bereits basal signifikante 
Unterschiede bzgl. der Expressionslevel innerhalb der drei Gruppen gab. So war die 
basale Expression von NQO1, IL-6, IL-12, IFN-γ und IL-10 bei den 
Kampfschwimmern am höchsten, während Athleten die höchste basale Expression 
von HO-1 und die Kontrollprobanden die höchste Expression von TGF-β1 und IL-1β 
in den PBMCs aufwiesen. Nach vier stündiger Exposition gegenüber HBO kam es zu 
einer starken Aufregulation der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1β in den 
PBMCs der Kampfschwimmer. Die Expression von IFN-γ war nach HBO hingegen in 
PBMCs von Kontrollpersonen am höchsten. Die stärkste Expressionsänderung nach 
HBO zeigten die Athleten bei dem anti-oxidativen Faktor NQO1. Allerdings hatte 
HBO keinen besonderen Einfluss auf die Expression der entzündungshemmenden 
Zytokine gezeigt. Nach der 18 stündigen Erholungsphase konnte in den PBMCs aller 
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drei Gruppen eine verminderte Expression der pro-inflammatorischen Zytokine sowie 
des anti-oxidativen Faktors NQO1 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu kam es 
zu einer Aufregulation von HO-1, die am stärksten in den PBMCs der 
Kampfschwimmer war. Ebenso kam es in den PBMCs dieser Gruppe zu einer 
Aufregulation der entzündungshemmenden Zytokine TGF-β1 und IL-10. 
Diese Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass eine Exposition gegenüber 
HBO in Kombination mit körperlicher Aktivität eher zu einem pro-inflammatorischen 
Status der PBMCs in den Kampfschwimmern führt als körperliche Aktivität (in den 
Athleten) allein. Im Rahmen einer Erholungsphase kann es jedoch über eine 
Erhöhung von anti-inflammatorischen Zytokine zu einer Dämpfung dieses pro-
inflammatorischen Status kommen.  
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